Hydroxy-testosteron, Hydroxy-androstendion, Glucuronidierung UDP-Glucuronyl-Transferase, Substratspezifität
The microsomal UDP glucuronyl transferase exhibits activities against hydroxy derivatives of androstenedione (hydroxyl groups in the positions 2/?, 6ß or 16a) between 5% and 21% of the extent shown against testosterone. 2ß-, 6ß-and 16a-hydroxyl groups are much less efficient in accepting the glucuronic acid than the 17/Miydroxyl group.
However, the acceptor function of the 17/?-hydroxyl group is restricted by other hydroxy substituents in the testosterone molecule to an increasing extent represented by the following sequence: 2a, 6ß, 6a, 16a, and 7a. A special case is represented by 2/?-hydroxy-testosterone. The transferase displays a higher activity against this compound than against testosterone.
Apparently the transferase approaches the steroid molecule from the a-side (with the /?-side there is also contact at the C-6 atom) requires the 17/?-hydroxyl group and the 3-oxo-4-ene system to display full activity.
Thus the very high specificity of the transferase for testosterone explains the selective action of this enzyme on testosterone metabolism in the liver. This action is expressed by the fact, that in liver perfusates the percentage of testosterone in the glucuronide fraction is twice as large as the percentage of testosterone in the free steroid fraction.
Enzyme: UDP-Glucuronyl-Transferase, UDP-Glucuronat-Glucuronyl-Transferase (Acceptor-unispezif.; EC 2.4. 
Durchführung der Versuche
In jeder von insgesamt 10 Versuchsreihen wurde die Aktivität der mikrosomalen UDP-Glucuronyl-Transferase gegenüber Testosteron als Acceptor mit der gegenüber einem der 10 zur Verfügung stehenden hydroxylierten Testosteron-bzw. Androstendion-Derivate verglichen. Das Ausmaß der Glucuronidierung von Testosteron diente somit in jeder Versuchsreihe als Bezugsgröße zur Bestimmung der relativen Aktivität des Enzyms gegenüber den Hydroxy-Derivaten. Jede Versuchsreihe bestand aus 6 oder 8 Einzelansätzen, von denen die eine Hälfte zur Messung der Glucuronidierung von Testosteron, die andere zur Messung der Glucuronidierung eines der Hydroxy-Derivate von Testosteron oder Androstendion diente.
Jeder Einzelansatz enthielt in einem Endvolumen von 3,0 ml 0,8 ml Wasser, 0,9 ml Phosphatpuffer (0,05M Na2HP04 mit HCl auf pH 7,4 eingestellt), 1,2 ml Mikrosomensuspension und 693 nMol (~200 jug) Steroid-Substrat in 0,1 ml Methanol sowie folgende Zusätze (^Mol/Ansatz): UDP-Glucuronsäure 1,1; ATP 2,0; UDP-A-Acetyl-glucosamin 2,0. Gestartet wurde die Reaktion durch Zugabe des Steroid-Substrates; die Inkubationszeit betrug 30 min (37 °C).
Bei der Aufarbeitung der Inkubationsansätze, der chromatographischen Trennung der entstandenen Steroidglucuronide vom verbliebenen freien Steroid und der quantitativen Bestimmung des chromatographisch isolierten Syntheseproduktes wurde in allen Einzelheiten nach 1. c. 6 verfahren. In 6 Versuchen mit authentischem Ätiocholanolon-glucuronid betrug die Wiederfindung für das gesamte Aufarbeitungs-und Bestimmungsverfahren 74 + 3 Prozent. Tab. 1 vergleicht die Acceptorfunktion verschiedener Hydroxy-Substituenten in einem C1902-Steroid des Typs 3-Oxo-4-en. Ob die Hydroxylgruppe in 2ß, in 6ß oder 16a steht, die Ausbeute an entsprechendem Glucuronid liegt in jedem Fall weit unter der an 17/?-Glucuronid.
Ergebnisse und Diskussion
Dieser Befund stellt eine Parallele zu den Ergebnissen einer früheren Untersuchung 6 dar, wonach auch bei den gesättigten C1902-Steroiden die 17/?-Hydroxy-Funktion als Glucuronsäure-Acceptor andersständigen Hydroxylgruppen (3a-oder 3ß-) weit überlegen ist.
Seine volle transferierende Aktivität zeigt das mikrosomale Enzym der Rattenleber nur dann, wenn im Acceptor-Molekül die 17/?-Hydroxy-Gruppe in Kombination mit der 3-Oxo-4-en-Gruppierung in Ring A auftritt.
Schon die Hydrierung nur der J 4 -Doppelbindung führt zu einem Molekül mit geringerer Acceptorqualität 6 (17/?-Hydroxy-5a-androstan-3-on). Tritt nun auch noch an die Stelle der Carbonylfunktion in C-3 eine Hydroxylgruppe (wie in 3a,17/?-Dihydroxy-5a-androstan), so sinkt die Aktivität der Transferase gegenüber diesem Substrat auf weniger als die Hälfte der Aktivität, die sie gegenüber der intakten 3-Oxo-4-en-Verbindung mit 17/?-ständiger Hydroxylgruppe, also gegenüber Testosteron, hat.
Die in der Mikrosomenfraktion der Rattenleber lokalisierte UDP-Glucuronyl- 
